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ЭКСТРАКТЫ ЭТИЛАЦЕТАТА И МЕТАНОЛА ИЗ ТРЕХ МОРСКИХ 
ВОДОРОСЛЕЙ И ИХ ПОТЕНЦИАЛЬНАЯ АНТИОКСИДАНТНАЯ 
АКТИВНОСТЬ IN VITRO 
Морские водоросли вырабатывают вторичные метаболиты, обладающие анти-
оксидантной активностью и терапевтическим эффектом. Целью исследования было 
оценить антиоксидантную активность экстрактов этилацетата и метанола из трех 
видов водорослей: Nannochloropsis oculata (Droop) D.J. Hibberd, Enteromorpha sp., и 
Polysiphonia scopulorum Harvey. Этилацетатный и метанольный экстракты готовили с 
использованием перколяционного метода и оценивали их активность по удалению 
радикалов DPPH, поглощению оксида азота, хелатированию металлов и снижению 
энергетической активности. Результаты сопоставляли с использованием критерия 
множественного сравнения Ньюмана-Кеулса. Было установлено, что экстракт 
этилацетата из N. oculata имеет самое высокое общее содержание фенола (82,07 ± 
1,32 мг галловой кислоты на г-1 экстракта). Максимальное содержание флавоноидов 
обнаружено у Enteromorpha sp. (74,79 ± 0.91 мг кверцитина на 1 г-1 экстракта). 
Наивысшая активность по удалению радикалов DPPH (67,73 ± 0,39%) наблюдалась у 
этилацетатного экстракта из P. scopulorum, максимальную активность по удалению 
оксида азота и хелатную активность металлов проявил этилацетатный экстракт  
N. oculata. Наибольшая восстанавливающая активность наблюдалась в метанольном 
экстракте P. scopulorum. Этилацетатные экстракты P. scopulorum и N. oculata 
проявляли значительную антиоксидантную активность, что может быть связано с их 
фенольными и флавоноидными соединениями. 
К л ю ч е в ы е  с л о в а : морские водоросли, Nannochloropsis oculata, Enteromorpha sp., 
Polysiphonia scopulorum, антиоксидантная активность 
Введение 
Известно, что антиоксиданты могут защищать организм человека от 
ряда заболеваний, среди которых сердечно-сосудистые, онкологические,  
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неврологические и др. заболевания (Urquiaga, Leighton, 2000). 
Некоторые съедобные водоросли содержат антиоксидантные компо-
ненты и ферменты, витамины, белки, полифенолы, полисахариды и 
пищевые волокна (Sameeh et al., 2016). Вторичные метаболиты, 
продуцируемые водорослями, проявляют биологическую активность, 
демонстрируя противовозрастной, противовоспалительный, антибиоти-
ческий, противогрибковый, противомалярийный и противораковый 
эффекты (Jiménez-Escrig et al., 2001; Fernando et al., 2016). Активные 
формы кислорода повреждают живые организмы, содержащие 
хлорофилл, не нанося вреда водорослям, что связано с высоким 
содержанием антиоксидантов (Lim et al., 2002). Природные 
антиоксиданты могут представлять собой как простые фенольные 
соединения, так и сложные структуры, например полифенолы 
(Agatonovic-Kustrin, Morton, 2017). В этом исследовании мы оценивали 
антиоксидантную активность экстрактов этилацетата (ЭА) и метанола 
(МЕ), выделенных из водорослей Polysiphonia scopulorum, Enteromorpha 
sp. и Nannochloropsis oculata. 
Материалы и методы 
Отбор и подготовка образцов 
Материалом для исследований послужили талломы Enteromorpha sp. 
и P. scopulorum, отобранные на побережье Каспийского моря в про-
винции Мазандаран осенью 2015 г., а также культура одноклеточной 
водоросли N. oculata, которую выращивали на среде Гилларда. Образцы 
высушивали на открытом воздухе, затем измельчали. 
Для получения этилацетатного экстракта 10 г каждого образца 
помещали в декантер и инкубировали с этилацетатом, который 
заменяли через 24 ч в течение трех суток. Раствор выпаривали и сушили 
с помощью сублимационной сушилки (Zirbus, Va Co5). К остатку 
добавляли метанол, который также заменяли трижды каждые 24 ч. 
Определение общего содержания фенола и флаваноидов 
Содержание фенольных соединений в экстрактах определяли по 
методу Фолина-Чокальтеу: 0,5 мл каждого экстракта (800 мкг/мл) 
смешивали с реактивом Фолина-Чокальтеу (концертрация 0,2 N), к 
которому через 5 мин добавляли 2 мл карбоната натрия в концентрации 
75 г/л. После 2 ч инкубации при комнатной температуре измеряли 
оптическую плотность раствора при 760 нм с использованием 
спектрофотометрии (Ebrahimzadeh et al., 2015).  
Общее содержание флаваноидов устанавливали по описанной ранее 
методике (Ebrahimzadeh et al., 2015): 0,5 мл каждого экстракта  
в концентрации 800 мкг/мл разбавляли 1,5 мл метанола, к которому 
добавляли 0,1 мл хлорида алюминия, 0,1 мл ацетата калия (1 М) и  
2,8 мл дистиллированной воды. После 35 мин инкубации при 
комнатной температуре скорость поглощения растворов измеряли 
методом спектрофотометрии при 415 нм. 
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Измерение общей антиоксидантной активности методом DPPH 
Общую антиоксидантную активность устанавливали по описанному 
ранее методу DPPH (Ebrahimzadeh et al., 2015). К каждому экстракту 
(концентрация 400 мкг/мл) добавляли 1 мл DPPH (0,1 М), затем 
инкубировали в темноте при комнатной температуре. Абсорбцию полу-
ченной смеси измеряли с помощью спектрофотометрии при 517 нм. В 
качестве стандарта использовали бутилированный гидроксианизол 
(ВНА). Величину активности по удалению свободных радикалов 
определяли по формуле: 
Эффект очистки (%) = 100


 
Blank
SampleBlank
A
AA
 
где ABlank  — абсорбция контрольной реакции (содержащей все реагенты, 
кроме тестируемого образца), ASample — абсорбция тестируемой фракции. 
 
Измерение железохелатирующей активности 
Активность хелатирования железа оценивали, как описано ранее 
(Ebrahimzadeh et al., 2015). К 400 мкг/мл каждого экстракта добавляли 
2,8 мл дистиллированной воды, 50 мкл хлорида Fe (II) (50 мМ) и  
150 мкл феррозина (5 мМ), затем подвергали спектрофото-
метрическому анализу при 562 нм. Активность хелатирования железа 
рассчитывали по уравнению: 
I (%)= 100


 
Blank
SampleBlank
A
AA
 
 
Анализ активности поглощения оксида азота 
Активность поглощения оксида азота анализировали описанным 
ранее способом (Ebrahimzadeh et al., 2010; Ebrahimzadeh, Ebrahimzadeh, 
2014). Нитропруссид натрия в водной среде (рН 7) вырабатывал оксид 
азота, который реагировал с кислородом в воздухе и продуцировал 
нитрит. Коэффициент продуцирования нитрита измеряли по реакции с 
реактивом Грисса. К 400 мкг/мл каждого экстракта добавляли 
нитропруссид натрия (10 мМ) и инкубировали в течение  
150 мин, затем добавляли 0,5 мл реагента Грисса [1% сульфамидамида, 
2% H3PO4 и 0,1% N-(1-нафтил)]. Абсорбцию определяли с помощью 
спектрофотометрии при длине волны 546 нм, в качестве стандарта 
использовали кверцетин. 
 
Оценка восстанавливающей способности экстрактов 
Пять концентраций (100, 200, 400, 800 и 1600 мкг/мл) каждого 
экстракта смешивали с фосфатным буфером 0,2 М (2,5 мл, рН 6,5) и 
1%-ным раствором ферроцианида калия (рис. 1). Смесь инкубировали 
20 мин при 50 oC. Реакцию останавливали трихлоруксусной кислотой 
(2,8 мл, 10%), центрифугировали при 3000 g в течение 10 мин. Верхнюю 
фазу раствора (2,5 мл) смешивали с 2,5 мл дистиллированной воды и  
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0,5 мл хлорида железа (0,1%), затем полученный раствор фотометри-
чески измеряли при 700 нм. В качестве стандарта использовали 
аскорбиновую кислоту (Ebrahimzadeh et al., 2015). 
 
 
Рис. 1. Восстановительная способность метанольных и этилацетатных экстрак-
тов Nannochloropsis oculata, Enteromorpha sp. и Polysiphonia scopulorum при 
различных их концентрациях (среднее значение ± SD) 
 
Статистический анализ 
Полученные данные были проанализированы с помощью 
программного обеспечения GraphPad Prism 5. Измерения проводили в 
трех повторностях, результаты выражали как среднее значение ± 
стандартное отклонение (SD). Данные оценивали с помощью 
одностороннего дисперсионного анализа (ANOVA). Средние значения 
сравнивали с помощью критерия множественных сравнений Ньюмена-
Кеулса (р <0,5).  
Результаты 
Коэффициент извлечения приведен в таблице. Максимальный выход 
экстрактов был получен в метанольном (59,8%) и этилацетатном (48,4%) 
экстрактах Enteromorpha sp. Как видно из таблицы, эффективность 
экстрагирования метанолом в целом была выше, чем при получении 
этилацетатных экстрактов (p < 0,01). 
Максимальное и минимальное содержание общего фенольного 
компонента было получено в метанольных экстрактах Enteromorpha sp. и 
N. oculata (р <0,01) (58,21 ± 0,98 и 29,06 ± 0,56 мг эквивалента галловой 
кислоты, г-1 экстракта соответственно).  
Этилацетатный экстракт N. oculata и метанольный экстракт 
Enteromorpha sp. имели самые высокие показатели общего содержания 
флавоноидов (82,07 ± 1,32 и 74,79 ± 0,91 мг кверцетин-эквивалент, г-1 
экстракта соответственно). Другие экстракты существенно отличались 
между собой (р <0,001) (см. таблицу).  
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Показатели антиоксидантной активности полученных экстрактов 
(400 мкг · мл-1) по удалению свободных радикалов DPPH показаны на 
рис. 2. Они образуют следующий ряд: ME Enteromorpha sp. < ME  
N. oculata < ЭА Enteromorpha sp. < ЭА N. oculata < МЕ P. scopulorum < ЭА 
P. scopulorum. Этилацетатный экстракт может поглощать 67,73 ± 0,39 % 
свободных радикалов DPPH (p < 0,001). В качестве положительного 
контроля использовали BHA (IC50 = 53,96 ± 3,1 мкг · мл-1). 
Таблица 
Эффективность, общее содержание фенола и флавоноидов в метанольном (ME) и 
этилацетатном (ЭА) экстрактах Nannochloropsis oculata, Enteromorpha sp. и Polysiphonia 
scopulorum (среднее ± стандартное отклонение) 
Образец Эффективность, 
% 
Общее содержание 
фенола 
(1 мг эквивалента 
галловой кислоты, 
г-1 экстракта) 
Общее содержание 
флаваноидов 
(1 мг эквивалента 
кверцитина, г-1 
экстракта) 
ЭА N. oculata 2,43 38,22 ± 0,34 82,07 ± 1,32 
ME N. oculata 37,8 29,06 ± 0,56 28,69 ± 1,07 
ЭА Enteromorpha sp. 48,4 29,39 ± 0,19 27,58 ± 1,21 
ME Enteromorpha sp. 59,8 58,21 ± 0,98 74,79 ± 0,91 
ЭА P. scopulorum 4,2 39,49 ± 0,69 35,51 ± 0,89 
ME P. scopulorum 29,6 30,03 ± 0,21 28,1 ± 1,02 
 
Процент удаления свободных радикалов оксида азота показан на 
pис. 2. Наибольшую активность по удалению оксида азота (67/86 ± 
1,09%, р < 0,001) проявлял этилацетатный экстракт N. oculata. На 
втором месте был метанольный экстракт P. scopulorum. Примечательно, 
что этилацетатный экстракт P. scopulorum проявлял минимальную 
активность (42,05% ± 0,23) по поглощению свободных радикалов 
оксида азота. В качестве стандарта использовали кверцетин (IC 50 = 
5,28 ± 0,2 мкг · мл-1). 
Активность хелатирования железа экстрактами разных видов 
водорослей показана на рис. 2. Наиболее сильным хелатирующим 
эффектом (83,80% ± 1,09) (p < 0,001) обладал этилацетатный экстракт 
N. oculata (400 мкг · мл-1). Метанольный экстракт этого вида, напротив, 
имел наименьший показатель активности хелатирования железа (10,98% 
± 2,5). В качестве положительного контроля использовали EDTA (IC50 = 
18,27 ± 0,09 мкг · мл-1). 
Результаты изучения восстановительной способности экстрактов 
показаны на рис. 1. Наибольшая такая способность была отмечена в 
метанольном и этилацетатном экстрактах P. scopulorum, наименьшая —  
в этилацетатном и метанольном экстрактах N. oculata. Все данные 
сравнивали с контролем, в качестве которого использовали витамин С. 
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Рис. 2. Очистка от свободных радикалов DPPH и оксида азота, активность по 
хелатированию железа этилацетатного (ЭА) и метанольного экстрактов (ME) 
Nannochloropsis oculata, Enteromorpha sp. и Polysiphonia scopulorum (среднее 
значение ± SD) 
 
Обсуждение 
Наше исследование подтвердило, что наиболее эффективным раствором 
для получения экстрактов водорослей является метанол и что водоросли 
могут быть источником полярных соединений. Как следует из 
результатов, полученных нами ранее, а также данных других авторов, 
эффективность метанольного экстракта выше, чем этилацетатного 
(Cheung et al., 2003; Ebrahimzadeh et al., 2010, 2015, 2018; Fernando et al., 
2016). 
Полифенолы и флавоноиды относятся к вторичным метаболитам и 
являются природными антиоксидантами. Они имеют гидроксильную 
группу, которая вступает в реакцию со свободными радикалами, 
супероксидом и хелаторами железа (Ebrahimzadeh et al., 2015; Khalili, 
Ebrahimzadeh, 2015). Природные соединения с давних пор используются 
для лечения различных заболеваний (Ebrahimzadeh et al., 2015; Khalili et 
al., 2015). Исследования показали, что антиоксидантная активность 
связана с общим содержанием фенолов и флавоноидов (Cheung et al., 
2003; Ebrahimzadeh et al., 2015). 
Наибольшее общее содержание фенолов и флаваноидов получено в 
этилацетатных экстрактах двух из трех исследуемых видов  N. oculata и 
P. scopulorum.  Pанее было установлено, что экстракты, полученные с 
использованием этилацетата, содержат больше фенольных и флава-
ноидных соединений, чем полученные с помощью других веществ 
(Cheung et al., 2003; Ebrahimzadeh et al., 2018). В случае с Enteromorpha 
sp. результаты были обратными: общее содержание фенолов и 
флаваноидов в метанольном экстракте было выше, чем в этилацетатном. 
Возможно, это связано с тем, что изученные виды водорослей содержат 
фенольные соединения и флаваноиды с разной поляризацией. 
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Этилацетатные экстракты из двух видов грибов содержали большее 
количество фенольных соединений и флаваноидов (Ebrahimzadeh et al., 
2010).  
DPPH является свободным радикалом с атомом азота, который 
улавливается антиоксидантными соединениями водорода и при 
восстановлении превращает фиолетовый цвет в желтый (Khali, 
Ebrahimzadeh, 2015). По некоторым данным (Shon et al., 2004; Mozdastan 
et al., 2015), существует значительная корреляция между антиокси-
дантной активностью и фенолами, а также флаваноидами, 
содержащимися во многих растениях. Наши результаты показали, что 
наибольшая задержка свободных радикалов DPPH наблюдается в 
этилацетатном экстракте P. scopulorum (он содержит больше 
фенольных соединений, чем метанольный экстракт). Этилацетатный 
экстракт водорослей более способен к удалению свободных радикалов 
DPPH, чем метанольный экстракт (Ebrahimzadeh et al., 2018). 
Метанольный экстракт лука обладает мощным эффектом очистки от 
свободных радикалов DPPH (Shon et al., 2004). Экстракт Torilis 
leptophylla также имеет большую способность к удалению свободных 
радикалов DPPH (Saeed et al., 2012). 
Оксид азота является активным радикалом с низкой концентра-
цией, который регулирует некоторые физиологические процессы, как 
например, воспаление или высокое кровяное давление, а также обмен 
веществ и усвоение глюкозы. Иммунная система человека не может 
инактивировать свободные радикалы азота в больших дозах, если они 
возникли в результате окислительного стресса, вызывающего 
повреждение ДНК, разрушение белка и перекисное окисление липидов 
(Khali, Ebrahimzadeh, 2015). Такие антиоксиданты, как фенольные и 
полифенольные соединения могут поглощать свободные радикалы 
оксида азота. Реагент Грисса используется для измерения свободных 
радикалов оксида азота, оптическая плотность проявляется при 548 нм 
(Ebrahimzadeh et al., 2015). Наши результаты показали, что 
этилацетатный экстракт N. oculata и P. scopulorum является наиболее 
мощным средством удаления свободных радикалов оксида азота, что 
согласуется с данными наших предыдущих исследований (Ebrahimzadeh 
et al., 2018).  
Тяжелые металлы могут действовать как катализатор окислительных 
реакций, что приводит к повреждению ДНК и перекисному окислению 
липидов. Одним из них является железо. Оно вызывает реакцию 
Фентона и образует гидроксильные свободные радикалы. Некоторые из 
натуральных продуктов способны хелатировать железо, что задерживает 
его избыток, создает устойчивые соединения и выводит их через мочу 
или стул (Khali, Ebrahimzadeh, 2015; Khali et al., 2015). Хелаторы железа 
необходимы при лечении таких заболеваний, как талассемия, болезни 
Альцгеймера, Паркинсона и др., при которых повышается уровень 
железа в организме (Khali et al., 2015; Mozdastan et al., 2015). Наши 
исследования показали, что максимальную хелатообразующую актив-
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ность железа имеют этилацетатные экстракты N. oculata и P. scopulorum. 
Ранее мы показали, что метанольные экстракты грибов золотая лисичка 
(Cantarellus formosus) и крылья ангела (Pleurocybella porrigens) способны 
хелатировать железо (Ebrahimzadeh et al., 2010).  
Некоторые природные компоненты обладают способностью 
снижать энергетическую активность, которая защищает липиды от 
перекисного окисления (Khali, Ebrahimzadeh, 2015). Наибольшей 
восстанавливающей активностью обладают этилацетатный и 
метанольный экстракты P. scopulorum. Этилацетатный экстракт показал 
бόльшую антиоксидантную активность, чем метанольный экстракт 
(Ebrahimzadeh et al., 2010, 2018). 
Заключение 
Исследование антиоксидантной активности трех видов морских 
водорослей с использованием различных подходов показало, что 
этилацетатные экстракты Enteromorpha sp., Nannochloropsis ocula и 
Polysiphonia scopulorum имеют значительное ингибирующее влияние на 
свободные радикалы. То, что этилацетатные экстракты из N. oculata и  
P. scopulorum имели наибольшее общее содержание фенольных 
соединений и флавоноидов, а также демонстрировали наибольшую 
антиоксидантную активность, возможно, связано с их фенольными и 
флавоноидными соединениями. Это позволяет рекомендовать 
этилацетатный экстракт N. oculata и  P. scopulorum для дальнейших 
исследований в условиях in vivo. 
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ETHYL ACETATE AND METHANOLIC EXTRACTS FROM THREE ALGAE 
AND THEIR POTENTIAL ANTIOXIDANT ACTIVITY IN VITRO  
Marine algae produce secondary metabolites with antioxidant activity and therapeutic 
effects. The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of ethyl acetate and 
methanolic extracts of three algal species: Nannochloropsis oculata (Droop) D.J. Hibberd, 
Enteromorpha sp., and Polysiphonia scopulorum Harvey. Ethyl acetate and methanolic 
extracts were prepared using the percolation method and evaluated for DPPH radical 
scavenging activity, nitric oxide scavenging activity, metal chelating activity, and reducing 
power activity. The means were compared using the Newman-Keuls Multiple Comparison 
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test. The ethyl acetate extract of N. oculata was found to have the highest total phenol 
content (82.07 ± 1.32 mg gallic acid equivalent g-1 of extract). The maximum flavonoid 
content belonged to Enteromorpha sp. (74.79 ± 0.91 quercetin equivalent g-1 of extract). The 
maximum DPPH radical scavenging activity (67.73 ± 0.39%) belonged to ethyl acetate 
extract of P. scopulorum. The maximum nitric oxide scavenging activity and metal chelating 
activity belonged to ethyl acetate extract of N. oculata. The highest reducing power activity 
was observed in the methanolic extract of P. scopulorum. Ethyl acetate extracts of  
P. scopulorum and N. oculata show significant antioxidant activity, which may be due to 
their phenolic and flavonoid compounds. 
K e y  w o r d s :  marine algae, Nannochloropsis oculata, Enteromorpha sp., Polysiphonia 
scopulorum, antioxidant activity 
 
